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RESUM
El proces de congelacio/descongelacio de gametes i embrions, i tambe les manipulacions
previes i posteriors, poden implicar alteracions en les cel•lules sotmeses al proces.
Els estudis real itzats sobre els efectes de la congelacio es realitzen a partir de la supervivencia,
de I'estudi cromosomic, de I'estudi ultrastructural i de Festudi del desenvolupament cellular
posterior a la descongelacio. Aquests estudis mostren que el gran d'alteracions que el proces pot
implicar depen de l'especie amb que es treballa, del tipus cellular i del metode de congelacio que
s'utilitza.
En aquest treball es recullen les dades publicades sobre el tema, 1 es dona una visio general
de l' impacte que to la tecnica sobre els oocits i els embrions de diferents especies.
SUMMARY
Gametes and cell-embryos submited to freezing and thawing methods can be affected by the
process.
Studies on effects produced by freezing procedures have been made focusing on surviving,
cytogenetics, ultrastructure and cellular development after thawing. These studies show that the
induced alterations depend on the species, the kind of cell and the freezing method used.
This work is a review about the results obtained after freezing and thawing oocytes and
embryos from different mammalian species.
1 10
INTRODUCCIO
La congelacio i la descongelacio compor-
ten Lin gran estres per als gametes i les cel•lules
de I'embri6, si tenim en compte ens processos
als quals es veuen sotmesos. Hi ha diferents
factors que poden actuar sobre la cellula en
aquest proces, per la qual cosa analitzarem
separadanlent cadascun dells.
Podem distingir dos aspectes di ferents de la
disminuci6 de la temperatura : el simple
refredament i la congelacio. Les diferencics
entre ambdues sorgiran, probablement, no cols
de les temperatures finals assolides sing, tambe
de totes les manipulacions addicionals que ens
protocols de congelacio requereixen (addici6
de crioprotectors, xocs osmotics. etc.). Aixi,
per exemple , en el refredament s'observa una
despolinleritzacio dens microtubuls, que en el
proces de congelaci6 queda conipensat pels
efectes del crioprotcctor.
El coneixement i la descripci6 de les
alteracions que aquestes manipulacions poden
ocasionar sobre ens gametes i cis embrions, ens
pernletra coneixer quires son les estructures
mes sensibles al proces, i quin nletode es el mes
eticac, i per tant, anar nnillorant 1'eficiencia de
la tecnica.
Els estudis sobre ens efectes dcls diferents
metodes de congelacio de gametes i embrions
es fan a partir de la supcrvivencia, analitzada
segonslarxnrfologiaquepresentenlescel-lutes,
a I'estudi cromosonlic i a I'estudi ultrastruc-
tural, a la capacitat dc fccundaci6 en Cl cas
d'oacits i espermatozoides, i al desenvolu-
panlent enihrionari postdescongelac16.
Scria molt valu6s poden establir i unificar
unscriterisenl 'analisidelamorfologiacel-Iular,
a l'hora de valorar Ies anomalies aparegudes
corn a resultat del proces de congelaci6. S'ha
de tenir en compte que les alteracions
obscrvades despres de la descongelacio poden
anar, des d ' una lisi completa de tots cis
blastomers (23), una alteracio do Homes alguns
blast6mers ( si la meitat o mes dens blast6i Hers
estan intactes , 1'ernbri6 pot continuar el scu
desenvolupament sense problemes (38),
havent- se obtingut fins i tot un embaras a partir
d'un embrio en 1'estadi de quatre cel•lules el
qual nonles presentava Lin blastOnier intacte
despres de la descongelaci6 (42)), fins a
alteracions menys evidents en el desenvolu-
parnent (23) o en la morfologia de la ccI•lula
(24).
A mes, just despres de la descongelaci6 i
I'extracci6 del crioprotcctor, cis blast6niers
poden presentar un aspecte contret i deformat
del quc es recuperen en deixar- los en cultic
dotze hones ( 38). Es per aixo quc el control dc
la morfologia cellular s'ha de for despres d' un
temps de recuperaci6.
D'altra Banda , s'ha d'espccificar en cada
casquin metodede criopreservaciocs I'utilitzat,
ja quc les consequencics poden ser molt
diferents en utilitzar I ' un o l'altre . Tambc es
indispensable tenir ell connpte I'espccie de que
es tracta i el moment del desenvolupannent en
queescongela , perqucelscomponentscel-lulars
poden canvlar, I dcterminarUna Majoro menor
resistcncia als diferents processos. Aixi,
aquelles estructures quc horn ja sap que son
termosensihles o quinliosensibles mereixen
una especial atenci6 (aquest Pot SCI- C1 CaS (leis
microt(ibuls, per exennple) (18).
El moment del dick cellular pot tambe
intluir en I'exit de la crioprescrvacio. Els
embrions que es congelen quan tenon Lill Hom-
bre de blastOmlers de 2. 4 o 8 cel-lules estan
menys afectats que aquells embrions congelats
en estadis de divisi6 internlcdis (3, 5 o 7
cellules). Es mes probable que tots ens
hlastbmers dun embri6 de 2, 4 o 8 cel•lules
estiguin en intcrfase quc no en ens embrions
d'estadis internlcdis. Aquest estat de desca ns
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mitotic podria estar relacionat amb una major
estabilitat de la membrana plasmatica, la qual
pot determinar una major supervivencia
postcongelacio (18).
Es important , a I'hora d ' avaluar els efectes
del proces de congelaci6 i descongelac16 sobre
el desenvolupamentembrionari , coneixercom
poden afectar Ics manipulacions previes i
posteriors a la congelacio , ja sigui d ' una mane-
ra directa o indirecta. Un factorque cal teniren
compte es cl temps que porta I'embri6 cultivat
ill vitro ahans de sercongelat . S'ha indicat que
Cl cultiu ill vitro combinat amb la congelacio
pot tenir un efecte deleteri en els hlastocits de
ratoli (20 ). Igualment s'ha descrit quc els
emhrions humans que pollen un dia en cultiu
resistcixen niillorcl proces de congelaci6/des-
congelac16 que cis que porter dos dies.
"Pant en embrions humans ( 9, 1 1), de bovi
(29), conill ( 3) coin ratoli (4), s ' ha descrit que
Cl cultiu in vitro, ahans de la transferencia a
Titer, to corn a consegiicncia un augment en el
percentilt ge d'avortaments . Pets mateixos
niotius cal diferenciar si la fecundaci6 s'ha
realitrat in vivo o in vitro.
Finalment, en estudiar les anomalies
causades per un metode especi 1 ic, hem de tenir
en compte que tot i que una alterac16 do opus
mor1,016"ic pot scrreversible, aquesta pot haver
ocasionat altres alteracions que no siguin recu-
perahles (4 8). Aquest es el cas de la
dcsorganitzaci6 dels microfilamcnts en els
oocits, que tot i ser recuperahle prOVOCa un
cnduriment do la zona pcl.lucida ( ZP). corn a
consegiicncia de I'alliherament dels grirnuls
corticals : tornarem mes endavant a aquesta
dfiesti6.
Per tot aixo , hem intcntat en aquesta rcvisi6
ordenar Ics dades hihliografiques de que
disposcm sohre Cl terra , tenint en couple
I'especie en que s ' han realitzat els estudis, el
tipus cellular, i el factor dins del proces de la
congelacio en el qua] se centra l'observaci6.
La congelacio de gametes i embrions
humans to importants aplicacions en les
tecniques de reproducc16 assistida: banes de
semen, congelacio dels oocits i embrions
sobrants en els cicles de fecundac16 in vitro.
Aquells oocits que no presenten una bona
morfologia, i tambe aquells embrions que
tenen mes de la meitat dell blastomers alterats,
s'utilitzen per fer els estudis dels efectes de la
congelacio en les mostres procedents de
1'especie humana.
Tot i aixi, es sense dubte en el ratoli on es
tenen mes dades. La facilitat amb la qual es
reprodueixen i es mantenen a 1'estabulari, just
amb el coneixement que es to de les tecniques
d'obtenci6 i cultiu dels gametes en aquesta
especie, fan que sigul el model escollit en molts
laboratoris.
Hi ha tamhe estudis rcalitzats en altres
especies animals d'interes pecuari. En elles, la
tecnica de congelaci6 permet el transport i
1'emmagatzematge de gametes i embrions, la
qual coca to importants implicacions en el
camp de la producc16 animal.
En aquest recut] ens hem central en oocits i
embrions. Ates que en les mostres de semen el
nombre d'espermatozoides es molt nombr6s,
no s'han real itzat tants estudis per augmentarel
percentatge dc supervivencia al proces de
con,,gelaci6. Per contra. el nombre d'oocits i
embrions de que es disposa sempre es limitat:
per aixo cal optimal- al maxim la tecnica, a ti
de recuperar el maxim nombre possible de
mostres.
Quart als factors que poden afectar la
ce1-Iu1a, s'han analitzat separadamentelsefectes
del refredament, 1'efecte de ]'addici6 de
crioprotectors i la congelaci6 en Coll
-
Writ. No
disposem d'aqucstes dades en totes lesespecies,
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i no sempre aquests estudis s'han fet
separadament. En aquest cas, el nostre criteri
ha estat diferenciar en quin dels factors se






Efectes de refredament en oocits
El refredament del s oocits per rota de 37 °C,
provoca anormalitats en 1'organitzaci6 del fus
meiotic i, per conseguent, en la distribuci6 dels
cromosomes . Anomalies que es mantenen en
un 70 % dels casos despres de deixar- los recu-
perar durant 1-4 hores a 37 °C (27). Els oocits
humans semblen , en aquest aspecte , mes sen-
sibles i mes dificils de recuperar que els oocits
de ratoli (15).
Tambe s'han descrit petits canvis en la
ultrastructura d'alguns oocits refredats:
elongaci6 de les vesicules del reticle
endoplasmatic rug6s i trencaments de la ZP
(35).
Efectes de la congelacio en oocits
En els oocits congelats s'observa una
ultrastructura ben conservada en la majoria,
independentment de ]a tecnica utilitzada. Els
que no es consideren ben preservats presenten
alguna de Ics anomalies seguents :
- trencaments en la membrana cellular;
-desorganitzaci6 de 1'ooplasma (sobretot
despres de la vitrificaci6),
-agrupament dels cromosomes i desorga-
nitzacI 6 del fus meiotic amb perdua de
microtubuls , la qual cosa podria ocasionar
alteracions cromosomiques (encara per confir-
mar) (33);
- petits trencaments en la ZP , que podrien
no detectar- se amb microscopia optica (M 0).
La fecundaci6 d'aquests oocits podria
incrementar la taxa de polispermia ( 32),ja que
la reacc16 cortical i el blocatge de la pol ispermia
seria menys efectiu ( 31). Ara be, aquest
fenomen no s'ha observat pas en els embrions
que han estat sotmesos a la tccnica de PZD
(partial zona disection) (6).
Utilitzant criomicroscopis , s'han descrit
alteracions causades per factors mecanics com
son la deformac16 de l'oocit en les zones de
contacte amb el front de gel en creixement, I la
formac16, durant la descongelaci6, de
bombollesd ' airedinselcitoplasmacuaquelles
zones de deformaci6 ( 2). Atcs que en dismi-
nuir la temperatura augmenta el gran de
solubilitat dels gasos, en tornar- la a augmentar
poden formar-se bombolles d'aire que van
creixent , i que ocupen cada vegada mes espai
del citoplasma.
En els estudis ultrastructurals de la
fecundac16 d'oocits inseminats despres de la
congelaci6/descongelaci6 , s'observen tots els
estadis de la penetraci6 de 1'espermatozoide a
traves del cumul i de la ZP , tal com es descriu
en els oocits de control (32). Si la congelaci6
afecta l'oolema, no es d6na una fusi6 de
membranes entre els gametes , sin() que
s'observa una penetraci6 de I'espermatozoide
que no donara Iloc a un desenvolupament
embrionari normal. Aquest 1enomen tambe
s' ha descrit en la penetrac16 d ' oocits degenerats
(32)
D'altra Banda, en zigots en 1'estadi de
pronucli provinents d' oocits fecundats despres
de la vitriticaci6 , s'ha vistque tot i conservar la
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ultrastructura, poden presenter polispermia
(deguda segurament a I'alteracio de la zona
pel•Iticida), i nombrosos micronuclis en
l'ooplasma. L'aparicio de micronuclis podria
ser deguda a una dispersio dels crornosomes,
produida per una alteracio del fus meiotic o per
una incomplete incorporacio de la cromatina
durant la formacio del pronucli (35).
El desenvolupament embrionari d'aquells
obcits que superen el proces de la congela-
cio/descongelacio i son fecundats es normal,
lot i que en algunsembrions provinentsd'oocits
vitri ticats s' han observat anomalies: fragments
anucleats i cel•lules multinucleades corbades
en forma de mitja Ilona envoltant les altres
ccI•Iulcs. Aquests embrions amb cel•lules
nultinucleades podrien provenir de zigots
polispermics amb la ZP alterada per la
vitriticacio (40).
Efectes del crioprotector en embrions
S'han real itzat diferents estudis per avaluar
la toxicitat dels crioprotectors en els embrions.
En el cas del glicerol , s'ha observat que pot
ocasionar la fusio de Ies membranes
plasmatiques quan s'utilitza en estadis de
desenvolupamentembrionari primaris (39). Si
es congelen morules en presencia de glicerol,
s'han descrit alteracions d'alguns organuls i
altres components cel•lulars (24) i la formacio
de blastocists anormals amb multiples blastocels
(23).
Els embrions en els primers estadis de
desenvolupament tenen blastomers mes grans
que en els d'estadis de desenvolupament
posteriors (i per tant , tenen una relacio
superficie/volum menor, la qual cosa dificulta
I'entrada del crioprotector del medi en la
cel•lula ), i triguen molt a equilibrar-se, atesa la
haixa permeabilitat al glicerol ( 22). Aquest fet
pot provocar un baix percentatge de glicerol
intracellular, que pot ser molt perjudicial.
D'altra banda, es dificil de treure despres de la
descongelacio, i s'observaunaexcessivahidratacio
dels blastomers que els causa un inflament (38).
El sulfoxid de dimetil (DMSO) es un dels
crioprotectors mes utilitzats en la congelacio
d'embrions humans. Utilitzant aquest
crioprotector s'obte un all nombre d'embrions
amb mes del 50 % dels blastomers
morfologicament normals (38). Aquest es el
criteri que normalment s'utilitza per decidir si
un embrio pot ser transferit o no.
Els estudis per determinar la toxicitat del
propilengl icol (PROH) a temperatura ambient,
donen resultats negatius, ja que els embrions
no presenten alteracions al microscopi optic
(M 0) i es desenvolupen in vitro d'una manera
equivalent als embrions de control. De tota
manera, s ' observa un rapidencongiment seguit
d'un inflament dels blastomers durant els trey
primers minuts d'exposicio al crioprotector
(18), a causa de problemes de permeabilitat i
d'estres osmotic.
Efectes de la congelacio en embrions
Pel que fa als metodes de congelacio,
embrions congelats lentament fins a -80 °C
amb DMSO, que presenten la meitat dels
blastomers be i l'altra meitat alterada, s'han
estudiat a mieroscopia electronica (M E). En
els blastomers considerats com a no alterats
segons les observacions al M O, s'han observat
petites modificacions, com diferents formes de
desorganitzacio del fons del citoplasma. Aixo
podria ser degut a la formacio de cristalls (36)
o a la desorganitzacio de la xarxa microtubular
ode microfilaments. Aquelles cel•lules que no
sobreviuen presenten la membrana plasmatica
trencada i una alta desorganitzacio (35).
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Un criteri per valorar si la ZP esta alterada
es l'observac16 amb el M O de linies de fractura
en la seva superficie ( 28). En aquest sentit, no
s'han observat alteracions en la ZP despres de
descongelar embrions criopreservats amb
PROH seguint un metode dc congelaci6 lenta
fins a -30 °C.( 18).
Ratoli
Efectes del refredament en oocits
El refredament dels oocits ocasiona
alteracions en el fus mitotic, que augmenten
com mes baixa es la temperatura , i que costen
mes de recuperar quan el temps d'exposici6
s'allarga . A 37 °C nomes un 12 % dels oocits
mostren alteracions en la forma del fus, a 20 °C
augmenta fins al 89 %, i a 4 °C el 75 % dels
oocits mostren un fus alterat, mentre que en el
25 % restant no es pot identificar.
Quan latemperaturad ' exposici6haestatde
20 °C durant 30 minuts, en tornar-los a 37 °C
s'aconsegueix recuperar una morfologia del
fus normal en un 77 % dell oocits, mentre que
si 1'exposici6 ha estat de 60 minuts , nomes es
recuperen un 54 % dels oocits (41).
Les anomalies trobades en aquests oocits
refredats son un allargament en I'eix
longitudinal del fus amb reducc16del diametre.
En alguns casos conserven en la part equatorial
el diametre inicial . Tambe s'han trobat
microtubuls fora de l'area del fits (41). El
desacoblament dels microtubuls provoca la
desorganitzaci6 del fus, amb la conseguent
dispers16 dell cromosomes i del material
pericentriolar.
La fecundaci6 d'aquests oocits amb el fus
desorganitzat podria dollar lloc a aneuplo^fdies
(15). En la congelaci6 , l'efecte oposat del
crioprotector ( facilita la polimeritzaci6 de la
tubulina lliure , i estabilitza aixi el fus) evitaria
aquesta desorganitzaci6 i, per tint, l'aparicio
d'aneupl(Wies . Ara be, les lades aportades
sobre aquesta q6csti6 es cons adiuen (12, 17),
i queda per taut, sense resoldre aquest aspecte
(vegeuelsefectesdelacongelaci6enembrions
de ratoli).
Efectes dels crioprotectors en oocits
Pel que fa a I'efecte del DMSO a 37 °C, en
resultaunamassivaproliferaci6demicrotuhuls
en el citocortex de lacel ' lula, i forma una xarxa
que engloba el fus mitotic que provoca la seva
desorganitzaci6i ladispersi6delscromosomes
(13). Quan el DMSO es eliminat torna a
recuperar- se una organitzaci6 normal, pero un
10 %-40 C/' d'oocits queden alterats. Sembla
queel DMSOsegrestapartde l'aiguacoligativa.
i augnienta aixi la concentraci6 de tubulina
lliure, fenomen que es compensa amb la
polimeritzaci6d ' aquestaenmicrot6huls. Quan
s'afegeix el crioprotector a 4 °C I'efecte
disminueix, atcs que el refredament evita una
elevada polimeritzaci6.
Un altre efecte del DMSO observat a 37 °C
es I'alteraci6 de la xarxa dc microfilaments
subcortical , part icuIarmcnt en la regi6 sobre la
placa metatasica , on arriba a desaparcixer en
alguns oocits ( 44). Aquest efecte sembla
desaparcixer en eliminar el crioprotector, i es
pot evitar en incorporar el DMSO a 4 °C (I 5).
Per aixo podem pensar que, tambe en aquest
cas, el refredament to algun efecte sobre els
microtilaments.
Tot i que 1'alterac16 causada sobrc els
microtilaments es pugui recuperar en eliminar
el DMSO, poden haver- hi consequencies per-
durables , corn es 1'enduriment de la zona
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pel•lucida, clue provoca una resistencia a la
penetracid dels espermatozoides. Com ja s'ha
dit ahans, aquest enduriment podia provenir
en part de l'alterac16 de la xarxa de
microhlaments. la qual provocaria I'allibe-
d'alguns granuls corticals i produir-se
aixi, una reaccid cortical prematura. Aquests
canvis en la ZP no s'han observat quan el
DMSO s'afegeix a 4 °C (13, 14). Ualterac16
de la zona pel•Iucida pot implicar no nomes
alleracions en la fecundaci6, sing tambe en el
moment de 1'eclosi6, i pertant, de la implantac16
de I'emhri6 (10. 8).
Shan realitiat estudis en els quals es corn-
para I'acc16 del PROH amb la del DMSO.
S'ohscrva que ambd6s cstahilitzen el fus
mitotic. ja que Cant amh Lill crioprotcctor coin
amb 1'aIU-e disminueix Cl nombre d'oocits amb
el his alterat en refredar fins a 20 °C. A mes,
ambd6s crioprotectors provoquen la formacio
d'asters microtuhulars, la qual cosa tambe es
potassociaramh la capacitat del s crioprotectors
la polimeritzacid de la tubulina, en
icr augmentar la seva concentraci6 en forma
Iliure dins el citoplasma. En eliminar un
crioprotector o I'altre, els asters desapareixen.
La difcrcnciaentrecis dos crioprotectorses
iroha en la reversibilitat dels seus efectes sohre
Cl Ins mitotic. Quan s'elimina el DMSO i es
tornen cis oocits a 37 °C, aquests recuperen la
morfologia normal del fus en un percentatge
similar al quc ho fan cis refredats sense
crioprotcctor. En canvi, en eliminar el PROH
i tornar els oocits a 37 °C, un 83 c/c d'aquests
perden el his mitotic quan el refredament ha
estat de 30 min, i augmenta aquesta xifra a un
95 % quan el refredament ha durat 60 min.
Aquest fenomen esta clarament associat al
moment de 1'eliminaci6 del PROH o al retorn
a 37 °C, perque, corn ja s'ha esmentat, a 20 °C
cl crioprotector estabilitza el fus.
El refredament dels oocits amb DMSO no
alterael percentatge de 1ecundaci6 ni augmenta
les anomalies crornosomiques (12). La
supervivencia dels oocits refredats amb PROH
es menor, pero els que sobreviuen presenten un
percentatje de fecundaci6 i desenvolupament
embrionari sense diferencies significatives en
comparar-los amb els oocits de control.
Ates que un nombre molt elevat d'aquests
oocits refredats amb PROH mostraven absencia
de fus acromatic, el fet que siguin fecundats i es
desenvolupin en un percentatgc semblant al
control fa suposar clue cis oocits tornen a
organitzar el fus acromatic durant les 4 h
d' inseminacid (41). Aquests fenomen ja s'ha
descrit en altres estudis. on es demostra la
reorganitzacio del his (26) i una fecundaci6
normal (12) en oocits refredats fins a 0 T.
Ates que un senyal de I'activaci6 o la
fecundaci6 de 1'oocit es una descondensaci6
dels cromosomes (provocada per un augment
intracel • lular de Ca"). la despot i meritzacid del
fus va fer pensar que el PROH podria tenir
propietats d'activador partenogenetic dels
oocits de ratoli (41). L'activaci6 parteno-
genetica causada pet PROH va ser demostrada
per Shaw i Trounson (37). La possibilitat de
donar corn a fecundats oocits partenogenetics
podria dilicultar molt 1'aplicaci6 de la tccnica
i disminuir-ne 1'interes. Els oocits activats
partenogeneticamentpoden serdificilsdedife-
renciardels oocits fecundats, poden implantar-
se i ocasionalment arribar in r'ir'o a l'estadi de
desenvolupament embrionari on es formen els
primordis de les extrernitats (16).
A mes dels microtubuls, s'han trobat altres
estructures celHlulars sensibles al proces de ]a
congelac16. Recentments'hanrealitzatestudis
sobre l' efecte del PROH en cis microfilaments
d'actina (45). En ells es mostra que el
crioprotector provoca can vi s en I' associaci^ dc
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les molecules d' a-actina, i donen coma resultat
microtilaments febles i inestables.
Efectes dela congelacio en ooeits
H i ha divergenc ies a I' hora de determinar si
la congelaci6 ocasiona alteracions cromo-
somiques en els ooeits. Segons Glenister i
col•1. (12), Ia congelaci6 amb DMSO realitzada
d'una manera lenta (fins -50 °C / -80 °C), no
provoca augments en I'fndex d'aneuploidies,
pero si un significatiu augment de les
poliploidies, que inclouen el doblament
d'ambd6s complements cromosomics.
Aquestes dades es contradiuen amb les
aportades per Kola i col •i. (17), segons les quals
la incidenciad' aneuploidies es unes tres vegades
mes gran que en els control, tant si el metode
emprat es el de congelaci6 lenta com el de
vitrificaci6.
D'altra Banda, s'han descrit alteracions
degudes a factors mecanics. El contacte amb el
front de gel provoca una deformac16 en l' oocit,
que podria estar relacionada amb la formaci6
en aquesta zona de punts febles, a traves dels
quals, durant el proces de descongelacio, es
podria filtrar el citoplasma alterat. Utilitzant
un criomicroscopi, s'ha pogut observar la
formaciodebombollesd'aireintracel•lulars iextra-
cel.lulars durant el proces de la congelaci6 (2).
Efectes dels crioprotectors en embrions
Les proves de tox icitat del PROH realitzades
en embrions de ratoli mostren que unaexposici6
durant 2-7 min amb PROH per sobre de 2,5 M
inhibeix el desenvolupament embrionari en
I'estadi de blastocist, perque afecta lamembra-
na plasmatica i el pH cellular (7). En canvi, en
els embrions de dues ccl•lules, el PROH
comenca a ser toxic a partir de concentracions
de 3,0 M (34).
Aquestadiferenciapodriaestarrelacionada
amb el fet que, a partir d'un cert cstadi de
desenvolupament, 1'embri6 passa a dependre
de factors externs per activar la seva sintesi
proteica. En els estadis de mbrula i blastocist,
son els factors de creixement els implicats en
1'activac16 de la sintesi proteica (49). Ates que
actuen a traves de receptors de superficie, es
possible que el PROH a concentracions de 2,5
M alteri aquests receptors, i impedeixi aixi
l'activaciode lasintesi deprotcinesespecifiques
necessaries per a seguir el desenvolupament
embrionari normal.
Per contra, en els primers estadis de divisi6
(fins a 1'estadi de dues cel•lules tarda) la sintesi
de prote'ines esta regulada per factors
citoplasmatics de I'OOcit fecundat (5, 25), per
la qual cosa, en ser utilitzat el PROH a una
concentrac16 per sobre de 2,5 M en aquests
estadis, no es perjudica el posterior desen-
volupament embrionari (7).
Efectes de la congelacio en embrions
En embrions de ratoli congelats en l'estadi
de vuit cel•lules amb DMSO, mitjancant un
metode lent tins a -80 °C, s'ha observat que si
es transfereixen els embrions directarnent
despres de la descongelaci6, el nombre de
naixements es molt baix, mentre que si abans
de la transferencia es deixen recuperar in vitro
24-48 h, el percentatge de naixements es equi-
parable al control.
La ultrastructura d'aquests embrions no
evidencia cap canvi en la membrana ni en cis
organuls que pugui explicar aquest fenomen,
per la qual cosa es podria pensar en una
recuperaci6metab6lica. Quant als microtubuls
del cos mitja, del citoplasma i del fus acromatic
observats en alguns blastbmers d'aquests
embrions immediatament despres de la
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congelacio/descongelacio, no s'observen
despolimeritzacions (46).
Tamhc en els embrions de ratolf s'han
descrit bombolles de gas com a consequencia
do la congelacio/descongelaci6. En embrions
de ratolf en 1'estadi de dues cel•lules seguint un
proces de descongelaci6 rapida, s'ha observat,
mitjan4ant Lill criomicroscopi, que una
d'aquestes bombolles present en un dels
blastOmers arriha a destruir tot l'embrio i a
trencar la zona pcl•Iucida (2).
Elsestudisietsambmicroscopiaelectronica
de rastreig d'emhrions congelats i descongelats
ell l'estadide duesccl•Iulesambzonapel.16cida,
en que s'han realitzat les observations despres
de la descongelacio i en posteriors estadis de
desenvolupament, mostren que les caracte-
rfstiques de la superficie de la membrana
plasmatica, la distrihucio, la forma i la mida
dell microvil•li, i tamhe les regions de contacte
entre blastomers i les unions intercel•lulars
creades despres de la compactacio, son
equivalents a les caracterfstiques observades
cn els emhrions de control (19).
En altres especies animals
Els embrions d'especies com el pore, el
cavall, la vaca i, amb menys extensio, l'ovella
i la cabra, semhlen tenir molta quantitat de
material sensible a latemperaturaen els estadis
primerencs (21 ). En I'ovella, s'aconsegueix
Lill hon percentatge de supervivencia quan el
procesde criopreservacioesreal itzaapartirde
i'estadi devuit ccI•lules, mentre que en ]a vaca
no s'aconsegueixen bons resultats en estadis
anteriors a la mbrula (48).
Semhla que el let que els embrions siguin
mes o menys sensibles al refredament i a la
congelacio esta associat a la presencia de
vesicules que contenen material lipidic (21).
Aixf, els embrions de pore i els embrions de
vacaenelsprimersestadisdedesenvolupament,
presenten aquestes vesicules i son forca sensi-
bles a] refredament (21), mentre que cis
embrions humans i els blastocists de vaca, que
no presenten aquestes vesicules, son mes
resistents al refredament. En definitive, les
lipoproteines intercel•lulars semblen ser un
dels components vesiculars mes inestables en
els embrions sensibles a la congelacio.
En bovi
Els embrions de vaca primerencs refredats
fins a4 °C presenten diverses alterations (21):
deformac16 dels blastbmers , desigual distri-
bucio dels organuls citoplasmatics , i vesicules
globulars de tipus lipidic, deformades i en
alguns casos fusionades.
En els embrions de vaca en l'estadi de
blastocist les ccl•lules del trofectoderma son
molt sensibles , mentre que les cel•lules de la
massa cellular interna es preserven be (21).
En conill
Els estudis realitzats amb oocits de conill
mostren que el fus microtubular es menys
sensible a la temperatura que en el cas del
ratolf. L'exposicio durant 30 min a 20 °C no
altera,enelcasd'o^ citsdeconil1,l'organitzacio
dels microtubuls.
Quan a 20 °C s'afegeix DMSO o PROH,
1'organitzaci6 microtubular esdeve alterada
(44), i s' observa el fus mitotic pot definit i els
cromosomes desorganitzats. En presencia de
DMSO es veuen asters en el citoplasma, i amb
el PROH s'observen xarxes de microtubuls.
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En eliminar els crioprotectors, en ambd6s ca-
sos els efectes desapareixen en la majoria
d' oocits.
A 20 °C, el PROH actua coin it despolime-
ritzador d' acting, mentre que noes pot demos-
trarel mateix peral DMSO (10). Aquestefecte
del PROH tambe s'ha descrit en embrions de
conill (43).
Dels oocits de conill congelats amb PROH,
el 39 r/c son fecundats (en front del 81 % en els
oocits de control), i d'aquests, un 9 (/ es
desenvolupen fins a fetus normals, mentre que
la proporci6 per als oocits de control es dun
32 °/ . (44),
Igual que en els embrions de ratoliprovinents
(I'oocits congelats, tambe en els embrions de
conill s'observa un augment de poliploidies
(1).
En estudis fets amb embrions de conill
utilitzant corn a crioprotector el PROH, s'ha
determinat que quasi tots (89 ((-) els embrions
congelats amb dues cel-11les presentee una
morfologia normal despres del proces i es
desenvolupen in ritrO en un percentatge
equivalent al dels embrions de control. En
canvi, quan s'utilitza el DMSO, tambe son
molts els embrions que presenten morfologia
normal (despres de la descongelaci6, pet-6 molt
pocs (5 %) continuen dividint-se in Nitro.
Sembla que el DMSO d6na poca protecci6 a
I'embri6, en el qual apareixen quantitate letals
de cristalls de gel, i Clue latoxicitatapareix an-Lb
mss rapidesa que utilitzant PROH (30).
Eire port
Nos'haaconseguitrecuperarembrionsvius
despres del proces de congelaci6/desconge-
laci6, independentment de la velocitat de
refredanient 1 del medi utilitzat. Si el descens
(le la temperatura es per rota dels 10 °C, els
embrions moren (48).
Aquest fet podria ser degut a una alteraci6
en la membrana plasmatica, ja que mentre que
a 20 °C els embrions es tenyeixen amb la tinci6
vital roig neutre, just despres de treure'ls del
gel han perdut aquesta propietat. En canvi, els
embrions de control que es deixen a ten)pera-
tura ambient segueixen mantenint la tinci6
durant un llarg periode.
Sembla que els lipids de la membrana
cellular canvien de Ease quan la temperatura
s'altera. Tot i ser recuperable, aquest canvi
podriaocasionaralteracionsirreversibles,com
per exemple la interacci6 entre diferents
prote'ines que normalment no es troben unifies
(48).
En resum, es clarque el grau de recuperaci6
(entes coin el percentatge d'oocits o embrions
que sobreviuen al proces de congelac16/des-
congelaci6) I el grau de supervivencia (entes
com el percentatge d'oocits fecundate
embrions que tenen un desenvolupament
cmbrionari normal, posterior if la
descongelaci6) depenen de I'especie, del tipus
cellular i del metode de congelaci6 que
s'utilitza. Les Jades obtingudes en aquests
estudis mostren que cal assajar, per a calla cgs,
diferents metodes per tal de trobar la tecnica
mss eficient.
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